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I 
摘 要 
第一部分：防腐剂 BAC 对兔角膜上皮屏障功能的急性影响 
目的：上皮屏障功能是角膜抵御外界刺激的第一道屏障，BAC 是目前滴眼
液中 常用的防腐剂，长期使用对眼表有一定的毒性作用，本研究旨在探讨短期
使用 BAC 对兔角膜上皮屏障功能的影响。 
方法：新西兰大白兔右眼滴用 BAC，左眼作为阴性对照。实验分 4 组：PBS
组、0.005% BAC 组、0.01% BAC 组及 0.02% BAC 组。每只眼点 3 次，每次间
隔 5 分钟。临床检测 Schirmer、BUT、荧光素染色和孟加拉玫瑰红染色。IVCM
评价中央角膜的形态学变化。TER 检测评价 BAC 对角膜屏障功能的影响。角膜
上皮铺片免疫荧光染色检测 ZO-1、ZO-2、Occludin、Claudin-1 及 Ki67 的表达，
研究 BAC 对角膜上皮紧密连接蛋白及细胞增殖的影响。Tunel 方法评价 BAC 对
角膜上皮细胞凋亡的作用。Western blot 分析和 RT-PCR 研究角膜上皮细胞 ZO-1
表达量的变化。 
结果：各浓度 BAC 组 Schirmer、BUT 检测与阴性对照组没有明显差异；角
膜荧光素染色为阴性；孟加拉玫瑰红染色阳性，呈片状或团块状。IVCM 检测显
示 BAC 诱导角膜上皮表层细胞的结构破坏，而角膜上皮基底层细胞和角膜内皮
细胞的形态没有明显的影响。BAC 引起角膜 TER 下降，导致 ZO-1 和 ZO-2 分布
不连续，而对 Occludin 和 Claudin-1 的染色没有明显影响。Western blot 分析和
RT-PCR 显示，各浓度 BAC 对 ZO-1 的 mRNA 和蛋白表达量都没有影响。 
结论：短期滴用 BAC 破坏兔角膜上皮细胞屏障功能，是 BAC 引起药物毒
性眼表病变的新的作用机理，值得进一步研究。 
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第二部分：SA3K 抑制 TNF-α诱导的兔角膜内皮细胞屏障功能的破坏 
目的：角膜内皮屏障功能防止房水中成分通过旁细胞通路渗入基质，对维持
角膜基质的相对脱水状态，保持角膜的透明性具有非常重要的作用。多种眼内疾
病可引起房水中 TNF-α浓度增加，导致角膜内皮屏障功能破坏。SA3K 是一种丝
氨酸蛋白酶抑制剂，能够上调紧密连接蛋白 occludin 的表达，减少血管渗漏。本
研究旨在探讨 SA3K 对 TNF-α诱导的兔角膜内皮细胞屏障功能的保护作用。 
方法：取新西兰大白兔角膜进行组织块培养，实验分 4 组：阴性对照组，
TNF-α 组，TNF-α+低浓度 SA3K 组，TNF-α+高浓度 SA3K 组，37℃培养 24 小
时。通过检测角膜内皮对 FITC-右旋糖酐的渗透来评价角膜内皮屏障功能。角膜
组织铺片免疫荧光方法检测紧密连接蛋白 ZO-1、粘着连接蛋白 VE-cadherin、纤
维肌动蛋白和微管结构蛋白的形态和分布，Western blot 分析和 RT-PCR 检测
ZO-1、VE-cadherin、MLC 及 p-MLC 等蛋白表达量的变化。 
结果：TNF-α剂量依赖性地诱导角膜内皮对 FITC-右旋糖酐的渗透性增加，
同时加入 SA3K 抑制 TNF-α 对角膜内皮屏障功能的破坏，单独加入 SA3K 对角
膜内皮细胞的渗透性没有影响。TNF-α诱导紧密连接蛋白 ZO-1 和粘着连接蛋白
VE-cadherin 的分布紊乱、F-actin 和 microtubule 的结果破坏，而对 ZO-1 和
VE-cadherin 的 mRNA 和蛋白表达量都没有影响，SA3K（200nM）完全抑制 TNF-α
对角膜内皮屏障结构的破坏作用。Western blot 分析显示，SA3K 抑制 TNF-α 诱
导的 p-MLC 的增加，而对总 MLC 的表达量没有影响。 
结论：SA3K 抑制 MLC 的激活、维持角膜内皮屏障结构和功能的完整性，
减少 TNF-α的破坏作用，可能具有重要的临床应用价值。 
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Abstract 
Part 1 Acute Responses of Benzalkonium Chloride to the Rabbit Corneal 
Epithelium Barrier Function 
Purpose: Preservatives are a major component of the ophthalmic preparations in 
multi-dose bottles. The purpose of this study was to investigate the acute effect of 
benzalkonium chloride (BAC), a common preservative used in ophthalmic 
preparations, on the localization and expression of zonula occludens (ZO)-1 in the 
rabbit corneal epithelium in vivo.  
Methods: BAC at 0.005%, 0.01%, or 0.02% was topically applied to one eye 
each of albino rabbits at 5 min intervals for a total of 3 times. The contralateral 
untreated eyes served as controls. The following clinical indications were evaluated: 
Schirmer test, tear break-up time (BUT), fluorescein and rose Bengal staining. The 
structure of central cornea was examined by in vivo confocal microscopy, and the 
corneal barrier function was evaluated by measurement of corneal transepithelial 
electrical resistance and permeability to carboxy fluorescein. Whole mount corneas 
were analyzed by using fluorescence confocal microscopy for the presence of ZO-1, 2, 
occludin, claudin-1, Ki67 and cell apoptosis in the epithelium. The expression of 
ZO-1 in the corneal epithelium was also examined by western blot and reverse 
transcription-polymerase chain reaction analyses.  
Results: Exposure to BAC resulted in higher rose Bengal staining scores while 
no significant changes in BUT, Schirmer and corneal florescein scores. It also induced 
corneal epithelial cell damage, dispersion of ZO-1 and ZO-2 from their normal locus 
at the superficial layer and disruption of epithelial barrier function. However, the 
amounts of ZO-1 mRNA and protein in the corneal epithelium were not affected by 
BAC treatment.  
Conclusions: Exposure to BAC can quickly impair the corneal epithelium 
without tear deficiency. BAC disrupts the tight junctions of corneal epithelium 
between superficial cells in the rabbit corneal epithelium in vivo. 
Key words: BAC, corneal epithelial barrier function, acute effect
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Part 2 Serine protease inhibitor A3K protects rabbit corneal endothelium from 
barrier function disruption induced by TNF-α 
Purpose: To explore the protective effect of serine protease inhibitor A3K 
(SA3K) on barrier integrity of rabbit corneal endothelium disrupted by TNF-α. 
Methods: New Zealand rabbits’ corneal tissues were incubated ex vivo for 24h 
in DMEM+10% FBS with or without TNF-α, in the absence or presence of SA3K at 
different concentrations. Barrier function was determined by the permeability of 
FITC-dextran across the corneal endothelium.  The integrity of apical junctional 
complex (AJC, including ZO-1, VE-cadherin and F-actin) and microtubule, as well as 
their regulator myosin light chain (MLC) were evaluated by immunofluorescent 
staining, Western blot analysis, and/or RT-PCR.  
Results: The permeability to FITC-dextran across corneal endothelium was 
highly increased by TNF-α (20ng/ml) compared with untreated control (P<0.01). 
Addition of SA3K (100-200nM) significantly decreased the TNF-α stimulated 
permeability in a concentration-dependent manner. Tight junctions ZO-1 and 
subjacent adherens junctions VE-cadherin were observed to be largely disrupted by 
TNF-α, but almost restored to normal integrity by SA3K. Interestingly, their linked 
cytoskeleton F-actin was irregularly rearranged by TNF-α while SA3K restored 
F-actin to normal double-band structures. SA3K attenuated the disassembly of 
microtubule induced by TNF-α. Furthermore, the phosphorylation of MLC was found 
to be dramatically stimulated by TNF-α and this activation was significantly blocked 
by SA3K. 
Conclusions: Our findings demonstrate that SA3K protects rabbit corneal 
endothelium from the TNF-α-induced disruption of barrier structure and function by 
maintaining the integrity of AJC through suppression of MLC activation. It suggests 
for the first time that SA3K may have a therapeutic potential in treating 
inflammation-disrupted barrier function. 
Key words: SA3K, corneal endothelial barrier function, TNF-α 
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第一部分 防腐剂 BAC 对兔角膜上皮屏障功能的急性影响 
第一章 前言 
1.1  角膜的来源、组织结构和功能 
1.1.1 角膜的来源 
人胚第 3 周初，位于原条前方的神经外胚层受诱导增厚形成细长型的神经
板，神经板逐渐长大凹陷形成神经沟，神经沟闭合成神经管。神经管前段膨大，
衍化成脑，后段细小，衍化成脊髓。神经沟愈合为神经管过程中，神经沟边缘与
表皮外胚叶相延续的一部分神经外胚叶细胞在神经管背外侧形成左右两条与神
经管平行的神经嵴。当神经嵴融合成神经管时，神经嵴头部在脊索前方发育成较
宽的两叶状态，即前脑的始基。在宽大的神经嵴内面各出现一浅沟，称为视沟，
开始了胚眼的发育。 
胚眼由神经外胚叶、表皮外胚叶和中胚叶发育而成。胚胎 22 天（或第四周
开始时），由神经管而来的前脑两侧神经嵴内陷，形成视沟。视沟继续深陷，向
表皮外胚叶接近，形成腔室，称为视泡。此时神经褶相互融合形成前脑泡。视泡
与前脑泡相通。视泡不断膨大，继续向表皮外胚叶生长，其与前脑泡连接处缩窄
成中空的视茎，为视神经始基。视泡与表皮外胚叶接触后，该处的表皮外胚叶迅
速增厚形成晶状体板，为晶状体始基。随后晶状体板内陷，形成晶状体凹，晶状
体凹逐渐加深，其起始端逐渐靠拢，形成晶状体泡。与此同时，视泡远端偏下方
渐向内凹陷形成一有双层细胞壁的杯，称为视杯。视杯逐渐深凹并包围晶状体，
视杯前缘 后形成瞳孔。视杯早期下方为一裂缝，称为视裂或脉络膜裂或称为胚
裂。视裂由视杯缘伸展，沿视茎下面，几达前脑壁。围绕视杯的中胚叶玻璃体动
脉经视裂进入视杯内，营养视杯内层、晶状体泡及视杯间质，玻璃体静脉由此回
流。视裂于胚胎第五周（12mm）时开始闭合，由中部开始，向前后延展，当胚
长达 17mm 时，除沿视茎下面外，完全闭合。在视泡形成至视裂闭合过程中，包
绕的中胚叶逐渐分化成内侧的脉络膜始基及外侧的巩膜始基。此时，眼的各部组
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织已具雏形，即形成胚眼。 
晶状体泡从表皮外胚叶分离后，表皮外胚叶又重新融合为一层立方上皮，以
后衍化成角膜上皮。胚胎 6 周末，前房裂隙后，前半中胚叶组织形成角膜基质层
和内皮细胞层。表皮外胚叶已形成角膜上皮层。胚胎 3 个月，基质层前部细纤维
形成前弹力层，内皮细胞分化形成后弹力层。至此，角膜的各层结构基本形成。 
1.1.2 角膜的结构 
角膜位于眼球壁 外层的前 1/6，略呈椭圆形，横径为 11.5-12mm，垂直径
为 10.5-11mm，角膜中央厚 0.5-0.57mm，周边厚 1.0mm。角膜前表面曲率半径水
平方向为 7.8mm，垂直方向为 7.7mm；其后表面曲率半径为 6.22-6.8mm。角膜
前表面的屈光力为+48.8D，后表面为-5.8D，总屈光力为+43D，占眼球总屈光力
的 70%。 
角膜组织结构分为 5 层：上皮细胞层、前弹力层、实质层、后弹力层及内皮
细胞层。（1）上皮细胞层，来源于表皮外胚叶，厚 50-100 μm，共有 5-6 层细胞。
从底层到表层依次为：基底细胞、翼状细胞、表层细胞。其中基底细胞：单层矮
柱状层，栅状排列，核卵圆形。翼状细胞：2-3 层，呈多边形，两侧呈翼状与毗
邻细胞相连接。表层细胞：2-3 层，呈多边形， 表层为扁平形，无角化。上皮
细胞损伤后可再生。（2）前弹力层（Bowman 膜）：厚 8-14μm，透明均质状。无
细胞结构，与上皮细胞层界限不清，前弹力层为实质层分化而成，损伤后不能再
生。（3）实质层：占角膜全厚度的 90%，约有 200-250 个板层，每个板层由致密
的胶原纤维束组成，纤维束平行排列，其屈光指数相等。各板层有规律地相互重
叠。实质层内有梭形的角膜细胞及少量游走细胞。实质层损伤后不能再生，由不
透明纤维组织代替。实质层来源于中胚叶。（4）后弹力层（Descement 膜）：中
央厚约 5-7μm，周边为 8-10μm，呈均质状，前面与实质层界限清楚。该膜由内
皮细胞分泌而成，实为内皮细胞的基底膜，损伤后可再生。（5）内皮细胞层：为
单层六角形细胞，高 5μm，宽 19-20μm，核位于细胞中央，损伤后在一般情况下
不能再生。  
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